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要旨 
【序論】 
ゲノムの本体である DNA では，地球環境および細胞内環境に由来する様々な要因によっ
て，絶えず DNA 損傷が発生している。DNA 損傷が発生すると，損傷部位で DNA 複製が停
止し，それ以降の DNA 複製ができなくなってしまう。この状態は細胞にとって，また生物
個体にとって致命的であり，それゆえ生物には DNA 損傷部位で停止した複製を再開する機
構が備わっている。その機構の一つに，複製後修復(PRR：Post replication repair)経路があ
る。この経路には，DNA クランプとして働く増殖細胞核抗原(PCNA：Proliferating cell 
nuclear antigen)がモノユビキチン化されることで起こる損傷乗越え合成(TLS：Translesion 
synthesis)経路と，PCNA がポリユビキチン化されることで起こるテンプレートスイッチの
2 種類がある。TLS 経路は，Polおよび Polなどの複数種の TLS ポリメラーゼが関与して
おり，その一つに Polの塩基挿入反応と，それに続く Polの DNA 鎖伸長反応により複製
を再開する機構が明らかになっている。しかし，この機構は，損傷を修復せずに DNA 複製
を再開できる利点があるが，誤った塩基を挿入してしまう場合があり，点突然変異(PM：Point 
mutation)を生じる原因となる。一方，テンプレートスイッチは，無傷の DNA 鎖を鋳型とし
て利用する相同組換えと呼ばれる遺伝子変換(GC：Gene conversion)が起こる。 
近年の研究において，PRR 経路の制御に関与する新規のタンパク質がいくつか発見されて
いて，その一つにユビキチン結合タンパク質 SPARTAN がある。SPARTAN は，ヒトでは
第一染色体，ニワトリでは第三染色体上に存在する C1orf124 遺伝子から合成され，489 個
のアミノ酸からなっている。このタンパク質は, モノユビキチン化 PCNA との相互作用によ
り複製停止部位にリクルートされ，TLS の制御に関与することが知られている。しかし，こ
のタンパク質の詳細な働きはまだ解明されていない。そこで，ニワトリ B リンパ球細胞 DT40
の SPARTAN 欠損株，Pol/Pol欠損株，および Pol/Pol/SPARTAN 欠損株を用いて，
SPARTAN の機能の解明を試みることにした。 
 
【原理・方法】 
DT40 細胞では，多様な抗体を産生するため，抗体遺伝子座内で，PM またはその上流に
ある相同性の高い塩基配列を用いての GC が恒常的に起こっていて，その結果，抗体遺伝子
可変領域(V 領域)が多様化されることが知られている。この多様化反応は, 活性化誘導シチジ
ンデアミナーゼ(AID：Activation-induced cytidine deaminase)によるシトシン(C)の脱アミ
ノ化によって，DNA 配列中にウラシル(U)が生じることが契機となって開始される。U は，
グリコシラーゼによって除去され，脱塩基部位(Abasic site)が生じる。この脱塩基部位で複
製が停止すると，続いて PRR 経路による PM または GC が起こる(図 1)。 
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そこで，DT40 細胞に AID を強制発現させ，免疫グロブリン遺伝子座中に PM と GC を誘
導し, その頻度を V 領域の鎖(IgV)のシーケンス解析によって調べた。 
 
――G――  AID  ――G――  グリコシラーゼ  ――G――      PM 
――C――      ――U――    U 除去    ――□――       GC 
                           Abasic site 
図 1 AID による PRR 経路の発現 
 
【結果・考察】 
IgVに PM または GC のどちらがどのくらいの回数起こったか調べた(図 2)。SPARTAN
欠損株では，PM，GC ともに WT と比べて減少しているが，Pol/欠損株(SPARTAN は欠
損していない)では，GC の割合は WT と同じという結果になった。このことから，SPARTAN
は TLS だけでなく GC にも関係しているのではないかということが示唆された。 
図 2 点突然変異または遺伝子変換の起こった回数 
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1．序論 
 
1-1．DNA 修復 
ゲノムの本体である DNA は，細胞増殖の際にその複製が行われている。
DNA 複製過程において，中心的な働きをもつタンパク質が増殖細胞核抗原
(PCNA：Proliferating cell nuclear antigen)である[1]。PCNA は，261 個の
アミノ酸からなるサブユニットがホモ三量体を形成し，環状構造をとってい
る(図 1)。これが DNA 鎖を取り囲むように結合することによって，複製ポリメラーゼである
Polを DNA 鎖に留めるクランプとして働く[1]。しかし，地球環境および細胞内環境に由来
する様々な要因によって，絶えず DNA には損傷が発生しており，例えば，DNA 鎖が紫外線
を吸収することによって生じるシクロブタン型ピリミジン二量体(CPD：Cyclobutane 
pirimidin dimer)の一つであるチミン二量体がある[2](図 2)。このような DNA 損傷が発生す
ると，Polがその部位で立ち往生して DNA 複製が停止し，それ以降の複製ができなくなっ
てしまう(図 3)。この状態は細胞にとって，また生物個体にとって致命的であり，それゆえ生
物には DNA 損傷部位で停止した複製を再開する機構が備わっている。 
図 2 紫外線によるチミン二量体の発生 
図 1 PCNA 
図 3 DNA 複製停止 
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その機構の一つに，複製後修復(PRR：Post replication repair)経路がある[3]。この経路に
は，損傷乗越え合成(TLS：Translesion synthesis)経路と，相同組換えの 2 種類がある[4]。
TLS 経路は，Polおよび Polなどの複数種の TLS ポリメラーゼが関与しており[4]，その一
つに Polの塩基挿入反応と，それに続く Polの DNA 鎖伸長反応により複製を再開する 2
ステップモデルという機構が明らかになっている
[4]
。しかし，この機構は，損傷を修復せず
に DNA 複製を再開できるという利点があるが，誤った塩基を挿入してしまう場合があり，
点突然変異(PM：Point mutation)を生じる原因となる(図 4)。一方，相同組換えは，停止し
た複製鎖の末端が損傷をもつ鋳型鎖から離れ，損傷のない相同 DNA 鎖から鋳型を組換え，
複製を行うことにより複製を継続する。その結果，遺伝子変換(GC：Gene conversion)が生
じることがある
[5]
。 
図 4 損傷乗越え合成 2 ステップモデル 
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 1-2．DNA 修復が起こるしくみ 
1-1．で述べたように，PRR 経路には TLS と相同組換えの 2 種類がある。ユビキチンリガ
ーゼ(E3)である Rad18 は PCNA に結合する性質をもち，ユビキチン結合酵素(E2)である
Rad6 と安定的な複合体を形成している[6]。 
Rad18 は TLS ポリメラーゼである Polとも結合する性質をもち[7]，DNA 鎖に損傷が発
生し，複製が停止すると，Rad6-Rad18 複合体がその部位に集積した後，PCNA の 164 番目
のアミノ酸である Lys 残基を介してモノユビキチン化し，これがシグナルとなって Polを
リクルートする
[7]
。モノユビキチン化された PCNA は，複製ポリメラーゼ Polよりも Pol
の方に高い親和性を示すため，複製停止部位において Polから Polへの交換反応が起こり
[8]
，Polとともに，Polが塩基の挿入，Polが塩基の伸長を担当する 2 ステップモデルに
よる TLS が行われる(図 5)。 
Rad18 は，同じく E3 である Rad5 とも結合する性質をもっており[9]，Rad6-Rad18 複合
体が複製停止部位に集積した後，E2 である Ubc13-Mms2 複合体と結合した Rad5 が Rad18
に結合することで，PCNA の 164 番目のアミノ酸である Lys 残基を介してユビキチン化す
る
[10]
。さらに，ユビキチンの 63 番目のアミノ酸である Lys 残基を介してユビキチンが次々
に結合し，ポリユビキチン化されることで，これがシグナルとなって相同組換えが行われる
[10](図 5)。 
図 5 複製後修復(PRR)経路 
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 1-3．SPARTAN とは 
近年の研究において，PRR 経路の制御に関与する新規のタンパク質がいくつか発見されて
おり，その一つにユビキチン結合タンパク質である SPARTAN がある。SPARTAN は，ヒ
トでは第一染色体，ニワトリでは第三染色体上に存在する C1orf124 遺伝子から合成され[11]，
489 個のアミノ酸からなっている。分子量は約 6 万であるので，タンパク質の平均分子量 3
～4 万よりもかなり大きい。SPARTAN は，45～212 番目のアミノ酸残基による SprT 領域，
325～332 番目のアミノ酸残基による PIP ボックス(PCNA interacting protein box)，456～
475番目のアミノ酸残基によるUBZ領域(Ubiquitin binding zinc finger domain)の 3つの領
域からなる(図 6)。これらのうち，SprT は亜鉛メタロプロテアーゼ領域であり，Polの 4 つ
のサブユニットの一つである PolD3(p66)と結合する性質をもっており，Polと相互作用す
ることが明らかになっている
[12]
。また，PIP と UBZ を介してユビキチン化された PCNA を
認識してユビキチンおよび Rad18 に結合したり[11]，PCNA からユビキチンが脱離しないよ
うにしたりする働きがあることがわかっている
[13]
。 
このように，SPARTAN はモノユビキチン化 PCNA を認識して複製停止部位に集積し，
TLS の制御に関与することが知られているものの，これ以上の詳細な働きはまだ解明されて
いない。 
図 6 SPARTAN の構造と各ドメインの働き 
モノユビキチン化 PCNA と結合 Pol サブユニット PolD3(p66)と結合 
Pol 結合タンパク質 PDIP1 と結合 
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(参考) SPARTAN のアミノ酸配列 
10    20    30    40    50    60    70    80 
MDDDLMLALRLQEEWNLQEAERDHAQESLSLVDASWELVDPTPDLQALFVQFNDQFFWGQLEAVEVKWSVRMTLCAGICS 
90    100    110    120    130    140    150   160 
YEGKGGMCSIRLSEPLLKLRPRKDLVETLLHEMIHAYLFVTNNDKDREGHGPEFCKHMHRINSLTGANITVYHTFHDEVD 
170    180    190    200    210    220    230   240 
EYRRHWWRCNGPCQHRPPYYGYVKRATNREPSAHDYWWAEHQKTCGGTYIKIKEPENYSKKGKGKAKLGKEPVLAAENKD 
250    260    270    280    290    300    310   320 
KPNRGEAQLVIPFSGKGYVLGETSNLPSPGKLITSHAINKTQDLLNQNHSANAVRLNSKIKVKFEQNGSSKNSHLVSPAV 
330    340    350    360    370    380    390    400 
SNSHQNVLSNYFPRVSFANQKAFRGVNGSPRISVTVGNIPKNSVSSSSQRRVSSSKISLRNSSKVTESASVMPSQDVSGS 
410    420    430    440    450    460    470   480 
EDTFPNKRPRLEDKTVFDNFFIKKEQIKSSGNDPKYSTTTAQNSSSSSSQSKMVNCPVCQNEVLESQINEHLDWCLEGDS 
489 
IKVKSEESL 
 
A：アラニン(Ala)       C：システイン(Cys) 
D：アスパラギン酸(Asp)    E：グルタミン酸(Glu) 
F：フェニルアラニン(Phe)   G：グリシン(Gly) 
H：ヒスチジン(His)      I：イソロイシン(Ile) 
K：リジン(Lys)        L：ロイシン(Leu) 
M：メチオニン(Met)      N：アスパラギン(Asn) 
P：プロリン(Pro)       Q：グルタミン(Gln) 
R：アルギニン(Arg)      S：セリン(Ser) 
T：トレオニン(Thr)      V：バリン(Val) 
W：トリプトファン(Trp)    Y：チロシン(Tyr) 
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1-4．本研究の目的 
1-3．で述べたように，SPARTAN は，TLS の制御に関与することが知られているものの，
これ以上の詳細な働きはまだ解明されていない。しかし，本研究室での先行研究より，
Pol/を欠損すると，Polが TLS を行うことが解明されており[14]，図 6 のように，
SPARTAN は PIP と UBZ を介してモノユビキチン化 PCNA と結合したり，SprT に Pol
のサブユニットである PolD3(p66)と結合したりする性質があることから，TLS の中でも
Polと相互作用している可能性が高いと考えた。それでは SPARTAN は Polの TLS をサ
ポートするのか，あるいは Polの TLS 経路から Pol/の TLS 経路にスイッチさせるのか
(図 7)。本研究では，ニワトリ B リンパ球 DT40 細胞を用いて，そのさらなる機能の解明を
試みた。 
DT40 細胞は，B リンパ前駆細胞としての特徴をもち，培養中に継続的に抗体遺伝子可変
領域を多様化する
[15]
。このような抗体遺伝子の多様化は，ニワトリ体内での B 細胞発生過程
と全く同じ変異機構で進行するので，生体内と同等の多様性が獲得される。DT40 細胞の特
徴として，細胞の半分以上が S 期(DNA 複製期)にあり，G1期(DNA 複製準備期)から S 期に
移行する際の DNA 損傷チェックポイントがまったく機能しないことが挙げられる[16]。 
DT40 細胞は遺伝子の破壊が比較的容易であり，細胞周期も約 7～8 時間なので，高等真核
生物の中では増殖も速い方である。さらに，6 種類の選択マーカー(neo，hyg，puro，his，
bsr，ecogpt)が使用できるので，多重遺伝子破壊が可能になっている。外来遺伝子を導入す
ると，動物細胞としては例外的に高い頻度で相同組換えされるので，遺伝子のノックアウト
や特定部位への外来遺伝子の挿入による細胞機能の改変が容易に行える。 
以上のように，複製停止解除機構を解析するための抗体遺伝子座をモデルにしたアッセイ
手法が確立できていることから，DT40 細胞を用いて，DNA 損傷が生じてから複製停止の解
除を調べることが本研究の遂行に最適であると判断した。 
図 7 SPARTAN の機能の可能性 
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 1-5．免疫グロブリンの多様化 
動物には，自己を守るために病原微生物等の抗原を非自己として認識し，排除する機構と
して免疫が備わっている
[17]
。その中でも B 細胞は，抗体産生を介して免疫機構の重要な役割
を担っている
[18]
。抗原刺激を受けて活性化された B 細胞は，増殖を繰り返しながら胚中心と
呼ばれる微小構造を形成するが，抗原と親和性の高い抗体を産生できるように，ここで自ら
の抗体遺伝子の多様化が行われる
[19]
。 
B 細胞が抗体産生細胞に分化し，それらが抗体として機能する免疫グロブリン(Ig：
Immunoglobulin)というタンパク質を産生する。免疫グロブリンは血液や体液中に存在し，
生体内での分布や機能によって IgG，IgM，IgA，IgD，IgE の 5 種類に分類される[20]。免疫
グロブリンは，細菌などの抗原に感染したときに産生されるが，特に IgM は感染初期に産生
されることが知られている。すべての免疫グロブリンは基本的には同じ構造をもっていて，
鎖，鎖，鎖，鎖，鎖のいずれかからなる重鎖(H 鎖)と鎖，鎖のいずれかからなる
軽鎖(L 鎖)からなり，それぞれに定常部(C 領域)と可変部(V 領域)が存在する[21]。 
免疫グロブリンは，様々な抗原に対応するために多様性を有する必要があり，それは V 領
域によって決定される。免疫グロブリンの H 鎖 V 領域を構成する遺伝子は，VH，DH，JH
の 3 つに分かれている[22]。また，L 鎖 V 領域は VL，JLの 2 つに分かれている[22]。この 3 つ
の遺伝子部分は，それぞれ複数ある遺伝子断片から 1 種類ずつ選ばれて組み合わせられて B
細胞がつくられるため，多様な抗体が産生されるのである。このように，抗体遺伝子の組み
合わせにより多様な抗体がつくられることを VDJ Recombination(L 鎖の場合は VJ 
Recombination)という(図 8)。 
VDJ Recombination(VJ Recombination)を終えた B 細胞中の抗体遺伝子の V 領域は，198
個のアミノ酸からなる活性化誘導シチジンデアミナーゼ(AID：Activation-induced cytidine 
deaminase)という酵素を発現させ，塩基置換を引き起こす[23]。これにより一塩基置換といっ
た点突然変異(PM)が起こり，この蓄積を体細胞超変異(SHM：Somatic hypermutation)とい
う
[24]
。さらに，ニワトリ B リンパ球 DT40 細胞では，V 領域上流に存在する相同性の高い塩
基配列である偽遺伝子領域(Pseudo V)を利用した，相同組換えによる遺伝子変換(GC)も行わ
れる
[24](図 8)。このように，ニワトリ B リンパ球 DT40 細胞では，SHM および GC は抗体の
多様性獲得に極めて重要なステップであり，そのためには AID が不可欠であることが知られ
ている
[24]
。 
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図 8 ニワトリ抗体遺伝子 H 鎖 V 領域の多様化 
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2．試薬情報 
 
2-1．購入試薬 
Bacto Agar 
Bacto Trypton 
Bacto Yeast Extract 
Big Dye Sequence Buffer 
Big Dye Ver.3.1 
Camptothecin 
Celltiter-GloTMLuminescent Cell Viability Assay 
CH3COOH 
CH3COONa･3H2O 
Chicken Serum 
dNTP 
DMSO 
99.5%ethanol 
FBS 
Gflex buffer 
Gflex DNA polymerase 
HCl 
Hi Di 
L-Glutamine 
2-Mercaptoethanol 
NaOH 
Olaparib 
Penicillin/Streptomycin 
POP-7 
RPMI1640 培地 
SDS 
和光純薬工業 
和光純薬工業 
和光純薬工業 
Applied Biosystems 
Applied Biosystems 
トポジェン 
Promega 
和光純薬工業 
和光純薬工業 
Thermo 
タカラバイオ 
和光純薬工業 
和光純薬工業 
Biosera 
タカラバイオ 
タカラバイオ 
和光純薬工業 
Applied Biosystems 
Nacalai Tesque 
和光純薬工業 
和光純薬工業 
フナコシ 
Nacalai Tesque 
Applied Biosystems 
Nacalai Tesque 
和光純薬工業 
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 2-2．調製試薬 
DT40 細胞完全培地 
試 薬 使用量 最終濃度 
RPMI1640 
FBS* 
L-Glutamine 
Penicillin/Streptomycin 
Chicken serum 
2-Mercaptoethanol 
500mL 
50mL 
5mL 
5mL 
5mL 
500L 
 
*FBS は 56℃30 分間非働化した。 
 
PBS(1%FBS) 
試 薬 使用量 最終濃度 
99.5%ethanol 
D.W. 
70mL 
up to 500mL 
70%(v/v) 
 
10×TE buffer 
試 薬 使用量 最終濃度 
1M Tris-HCl pH7.5 
0.5M EDTA pH7.5 
D.W. 
50mL 
10mL 
up to 500mL 
0.1M 
0.01M 
 
70%ethanol 
試 薬 使用量 最終濃度 
99.5%ethanol 
D.W. 
70mL 
up to 500mL 
70%(v/v) 
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1M Tris-HCl pH8.0 
試 薬 使用量 最終濃度 
Trizma base 
HCl 
D.W. 
121g 
pH8.0 に調整 
up to 500mL 
 
 
3M CH3COONa 
試 薬 使用量 最終濃度 
CH3COONa 
CH3COOH 
D.W. 
204.13g 
pH5.2 に調整 
up to 500mL 
3M 
オートクレーブで 120℃，20 分間滅菌した。 
 
LB KAN 
試 薬 使用量 最終濃度 
Trypton 
Yeast Extract 
NaCl 
5M NaOHaq 
D.W. 
5g 
2.5g 
2.5g 
200L 
up to 500mL 
 
オートクレーブで滅菌し，60℃程度まで冷却した後に，kanamycin 50g/mL になるように
加えた。 
 
LB KAN-plate 
試 薬 使用量 最終濃度 
Trypton 
Yeast Extract 
NaCl 
5M NaOHaq 
Bacto Agar 
D.W. 
5g 
2.5g 
2.5g 
200L 
20g 
up to 500mL 
 
オートクレーブで滅菌し，60℃程度まで冷却した後に，kanamycin 50g/mL になるように
加え，10cm Dish に移し，冷やして固めた。 
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SolutionⅠ 
試 薬 使用量 最終濃度 
グルコース 
1M Tris-HCl pH8.0 
0.5M EDTA pH8.0 
D.W. 
0.45g 
1.25mL 
1mL 
up to 50mL 
50mM 
25mM 
10mM 
 
SoluｔionⅡ 
試 薬 使用量 最終濃度 
NaOH 
SDS 
D.W. 
0.4g 
0.5g 
up to 50mL 
0.2M 
1%(w/v) 
 
SolutionⅢ 
試 薬 使用量 最終濃度 
CH3COOK 
CH3COOH 
D.W. 
29.4g 
11.5mL 
up to 100mL 
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 2-3．実験に用いた装置 
ABI 3130xl Genetic Analyzer 
Fluoroskan Ascent FL 
 
2-4．実験に用いたプライマー 
IgV領域 
プライマー名 塩基配列 
IgV-Lambda(forward) 5 -CAGGAGCTCGCGGGGCCGTCACTGATTGCCG-3  
IgV-Lambda (reverse) 5 -GCGCAAGCTTCCCCAGCCTGCCGCCAAGTCCAAG-3  
 
シーケンス解析 
プライマー名 塩基配列 
M-13(forward) 5 -GTAAAACGACGGCCAGT-3  
M-13(reverse) 5 -CAGGAAACAGCTATGAC-3  
－ 21 － 
 
3．原理 
 
1-5．で述べたAIDは，DNA上の塩基シトシン(C)の脱アミノ化反応を触媒し，Cからウラ
シル(U)への変異をつくる働きがある[25]。本来グアニン(G)とCが塩基対を形成していたので，
G-C塩基対はG-U塩基対へと変換される。しかし，DNAにおいては，Uは存在しない塩基な
ので，グリコシラーゼという酵素によりUが除去される[26]。その結果，片方のDNA鎖には無
塩基部位(Abasic site)が生じ，DNA損傷が発生したときと同様，その複製が停止してしまう[27]。
これを回避するためにPRR経路が発現し，TLSによるPMまたは相同組換えによるGCが発生
する
[28](図9)。したがって，変異箇所における変異の種類を解析すれば，TLSまたは相同組換
えのどちらが行われたかがわかる
[29]
。しかし，自然の状態によるAIDの発現では，種類を解
析できるほど多くの変異は発生しない。そこで，ウイルス(抗原)に感染したDT40細胞を用い
てAIDを過剰発現させることで，通常の50倍程度の変異を導入することが可能となるので，
シーケンス解析を行って変異の種類を調べることができるようになる
[29]
。 
 
――G――  AID  ――G――  グリコシラーゼ  ――G――      PM 
――C――      ――U――    U 除去    ――□――       GC Abasic site 
図 9 AID による PRR 経路の発現 
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4．実験方法 
 
4-1．DT40 細胞の培養 
DT40 野生型(WT：Wild type)細胞および SPARTAN 欠損細胞，Pol/欠損細胞，
Pol//SPARTAN三重欠損細胞を 10cmDish にて 10mL の RPMI1640 完全培地で 39.5℃
の湿潤環境下，CO2濃度 5.0%で 1×105cell/mL～1×106cell/mL の範囲になるように，適宜
培地で希釈を行いながら培養を行った。 
 
4-2．レトロウイルス感染による AID の過剰発現 
AID の過剰発現は，AID 遺伝子および緑色蛍光タンパク質(GFP)遺伝子，内部リボソーム
侵入部位を含有するレトロウイルスを感染させることにより行った。 
DT40 野生型細胞および SPARTAN 欠損細胞，Pol/欠損細胞，Pol//SPARTAN欠
損細胞について，シングルコロニーを得るために 96well プレートに分注した。約 1 週間後，
いくつかのシングルコロニーをピックアップし，ゲノム DNA を抽出した。 
 4-3．PCR(IgV領域) 
PCR 用 0.2mL チューブに鋳型 DNA(150ng/L)，Gflx DNA polymerase(1.25U/L)，
dNTP(2.5mM)，プライマー(10M)，GflxDNA ポリメラーゼ付属のバッファーを氷上で混ぜ，
下記の条件で反応させた。 
 total 50L  98℃ 1 分間 1cycle 
dNTP 4L 98℃ 30 秒間 
5cycle プライマー(IgV-Lambda) 1L 69℃ 30 秒間 
2×Gflex buffer 25L 72℃ 40 秒間 
鋳型 DNA 1L 98℃ 30 秒間 
5cycle Gflex DNA polymerase 0.2L 65℃ 30 秒間 
D.W. up to 50L 72℃ 40 秒間 
 98℃ 30 秒間 
30cycle 61℃ 30 秒間 
72℃ 40 秒間 
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 4-4．ミニプレップ 
LB-AMP プレートまたは LB-KAN プレートにセレクションされ，生えてきた大腸菌
(DH5)を LB-AMP に移し，16 時間培養した。 
培養した大腸菌を 1.5mL チューブに移し，15,000rpm，4℃，5 分間で遠心分離し，上清
を除いた。SolutionⅠ150L をペレットに加え，懸濁し，SolutionⅡ150L を加え，8 回転
倒混和し，SolutionⅢ150L を加え，15,000rpm，4℃，5 分間で遠心分離した。上清を 100％
エタノール 1mL に移し，8 回転倒混和し，SolutionⅢ150L を加え，15,000rpm，4℃，5
分間で遠心分離した。上清を除き，70％エタノール 1mL を加え，15,000rpm，4℃，5 分間
で遠心分離した後，風乾し，TE30L を加え，懸濁した。 
 
4-5．PCR(シーケンス解析) 
PCR 用 0.2mL チューブにプラスミド DNA(100ng/L)，プライマー(3.2pg/L)，Big Dye 
Sequence buffer，Big Dye を氷上で混ぜ，下記の条件で反応させた。 
 total 10L  95℃ 1 分間 1cycle 
プラスミド DNA 1L 95℃ 10 秒間 
40cycle プライマー(M13) 1L 50℃ 5 秒間 
5×Big Dye Sequence buffer 2L 60℃ 2 分 30 秒間 
Big Dye 0.33L  
D.W. 5.7L 
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 4-6．サンガー法 
1977 年にフレデリック・サンガーにより開発された方法であり，DNA 合成酵素である
DNA ポリメラーゼは，鋳型配列に対応する2 -デオキシリボヌクレオチド三リン酸 dNTP を
取り込んで DNA 鎖を伸長するが，反応系に3-ヒドロキシ末端がない2,3-ジデオキシリ
ボヌクレオチド三リン酸 ddNTP が取り込まれると，次のリン酸ジエステル結合の形成に必
要なヒドロキシ基がないために，そこで DNA 鎖の伸長が停止する[30]。ただし，ddNTP の濃
度はかなり低くしてあるので，DNA 合成反応の停止はたまにしか起こらない。つまり，DNA
ポリメラーゼは，あるときは正しいdNTPを取り込んでDNA鎖を伸長し，あるときはddNTP
を取り込んで反応を停止する。したがって，解析したいシーケンスの最後まで DNA 鎖の伸
長が到達せずに，途中で停止してしまうということはないようにしてある。したがって，反
応系に蛍光標識した 4 種類の2,3-ジデオキシリボヌクレオチド三リン酸(ddNTP ddATP，
ddGTP，ddCTP，ddTTP)を加えておくことで，1 塩基差の様々な長さの 1 本鎖 DNA 断
片(合成が止まった位置の塩基に応じて，付着している色素が異なる)が合成されることにな
る。 
電気泳動の後，それぞれの蛍光波長を測定することにより，取り込まれた ddNTP を順番
に決定し，最終的には，図 10 のようなチャートが得られ，塩基配列が 1 塩基ごとに蛍光強
度のピークとして見えるので，このピークを順に読んでいくことで，塩基配列が解析できる。
ABI 3130xl Genetic Analyzer というシーケンサーは，1 本のキャピラリーでサンプルを電
気泳動するもので、1 サンプルの処理に約 3 時間かかり，600 塩基ほどの並びを明らかに
できる。 
図 10 シーケンス解析のチャート 
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 4-7．ATP アッセイ 
まず，野生型 (WT)株および各変異株 (SPARTAN 欠損細胞，Pol/欠損細胞，
Pol//SPARTAN三重欠損細胞)の細胞濃度を測定し，それぞれ 1×104cell/mL になるよ
うに培地で希釈し，24well プレートに 1mL ずつ分注した。その後，各化学物質を濃度 0(コ
ントロール)を含む 4 段階の濃度でそれぞれ添加した。ただし，各化学物質は添加量が 10L
以下になるように DMSO で希釈して調製し，濃度 0 の場合は DMSO を同量添加した。添加
後，細胞は培養時と同環境で 48 時間暴露を続けた。 
48 時間後，各種，各濃度の細胞を専用のプレートに 100L ずつとり，セルタイターグロ
ーを 100L ずつ添加し，Fluoroskan Ascent FL を使用して ATP 量を測定し，細胞の生存率
を決定した。 
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5．実験結果と考察 
 
5-1．IgV領域における変異の種類と位置 
1-4.で述べたように，SPARTAN が損傷乗越え合成(TLS)経路において Polの働きをサポ
ートするのか，あるいは Polの働きから Pol/の経路にスイッチさせるのか調べるために，
以下の実験を行った。 
WT，SPARTAN 欠損株，Pol/欠損株，Pol//SPARTAN 三重欠損株それぞれの細胞
にレトロウイルスベクターを用いて，活性化誘導シチジンデアミナーゼ(AID)を過剰発現さ
せ，IgV領域に高確率で点突然変異(PM)または遺伝子変換(GC)による変異を生じさせた。
次に，それぞれの細胞を 1×102個/mL になるように培地で希釈して 96well プレートに分注
し，培養した。約 1 週間後，いくつかのシングルコロニーをピックアップし，毎日適宜希釈
しながら，さらにレトロウイルス感染による過剰発現から合計で 2 週間培養し，ゲノムを採
取した。そして，IgV領域を PCR により増幅し，ミニプレップにより 48 サンプルずつ DNA
を取り出し，ABI 3130xl Genetic Analyzer を使用してシーケンス解析を行った。その解析
結果をもとに，ClustalW を使用して変異箇所を調べ，BLAST の塩基配列の相同性検索機能
により欠失(DEL：Deletion)を含む変異の種類を調べた。一塩基置換で相同性が見られた箇
所については，点突然変異(PM)か遺伝子変換(GC)か特定できないので，不確定(AMB：
Ambiguous)とした。それらの回数を変異株ごとに次ページの表にまとめた。ただし，正し
くシーケンス解析ができなかったサンプルもあり，それらは除外してあるので，サンプル数
は 48 よりも少なくなっている。 
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変異株 解析サンプル数 PM GC AMB DEL 
WT 44 33 14  8  8 
SPARTAN 40 14  7  3  3 
Pol/ 42 20 10  4  6 
Pol//SPARTAN 45 15  7  3  6 
また，次ページからの図 11～14 は，それぞれの変異株の解析サンプルすべての IgV領域
の 1～403 塩基について，変異の箇所と種類を表したものである。図中の記号の意味は以下
の通りである。 
｜：点突然変異(PM) 
＿：遺伝子変換(GC) 
｜：不確定(AMB) 
□：欠失(DEL) 
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図 11 WT の変異箇所と種類 
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図 12 SPARTAN 欠損株の変異箇所と種類 
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図 13 Pol/欠損株の変異箇所と種類 
－ 31 －  図 14 Pol//SPARTAN 欠損株の変異箇所と種類 
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5-2．点突然変異または遺伝子変換の起こった回数 
図 15 は，5-1．の表の数値のうち，各変異株の点突然変異(PM)および遺伝子変換(GC)につ
いて，1 シーケンス，1 細胞周期当たりの回数をグラフにしたものである。 
このグラフより，すべての変異株において，点突然変異(PM)の回数が WT と比べて減少し
ていることがわかる。このことは，1-3．で述べたように，損傷乗越え合成(TLS)に関与する
SPARTAN が欠損している，または複製停止部位において塩基の挿入と伸長を行う Pol/
が欠損しているので，その回数が減少することは説明がつく。しかし，遺伝子変換(GC)につ
いては，SPARTAN 欠損株および Pol//SPARTAN 三重欠損株では WT と比べて減少し
ているが，Pol/欠損株(SPARTAN は欠損していない)では，WT と同じという結果になっ
た。この結果は，SPARTAN を欠損すると，免疫グロブリン遺伝子座での GC が不良となっ
たことを示唆する。この原因は，一般的な相同組換え機構が不良になったことによって起こ
ったものなのか，それとも IgV領域の遺伝子変換(GC)機構に関わる特異的経路が不良にな
ったことによって起こったものなのかわからないため，別の実験を行ったうえで，その結果
と合わせて判断する必要がある。 
図 15 点突然変異または遺伝子変換の起こった回数 
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5-3．点突然変異の置換塩基の種類と割合 
SPARTAN 欠損により，塩基の変異パターンが変化しているのかを調べるため，野生型
(WT)株および各変異株の点突然変異(PM)について，置換塩基の種類と回数を表にした(図 16)。
さらに，それらの割合を次ページのグラフに表した(図 17)。なお，図 17 について，例えば G→C 
or C→G とあるのは，G が C に置換された，または C が G に置換されたことを表す。DNA
は二重らせん構造であり，A と T および G と C がそれぞれ水素結合による相補性を保って
いるので，一方の鎖で G→C が起これば，必ず他方の鎖で C→G も起こることから，合わせ
てグラフ化した。 
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図 17 各変異株における点突然変異の置換塩基の割合 
図 16 各変異株における点突然変異の置換塩基の種類 
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野生型(WT)株では G→C が約 50%の頻度で生じている。一方，Pol/欠損株や SPARTAN
欠損株，Pol//SPARTAN 三重欠損株では，大きく G→C の頻度が低下していた。このよ
うに，Pol/欠損株や SPARTAN 欠損株，Pol//SPARTAN 三重欠損株では PM の頻度
が同様に低下するのみならず，変異パターンも同様に変化している傾向が確認できた。この
ことから，SPARTAN は TLS において，Polや Polと協調的に機能していることが示唆さ
れた。 
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5-4．ATP アッセイによる感受性 
図 15 の結果を踏まえ，SPARTAN 欠損株および Pol//SPARTAN 三重欠損株における
遺伝子変換(GC)の減少は，5-2．でも述べたように，一般的な相同組換え機構が不良になっ
たことによって起こったものなのか，それとも IgV領域の遺伝子変換(GC)が特異的に不良
になったことによって起こったものなのかわからないため，カンプトテシンおよびオラパリ
ブによる ATP アッセイを行って，WT と比べて感受性が見られるかを調べることにした。 
カンプトテシンおよびオラパリブは，ともに複製フォークの進行により DNA の二重鎖切
断(DSB：Double-strand break)を生じさせる薬剤であり[31]，相同組換え機構が排他的に修復
を担当することが知られている。すなわち，WT と比べて感受性が見られれば，SPARTAN
欠損により一般的な相同組換え機構が不良になった可能性があるが，感受性が見られなけれ
ば，SPARTAN 欠損により IgV領域の遺伝子変換(GC)が特異的に不良になった可能性が考
えられる。このことを調べるため，野生型(WT)株および各変異株について，カンプトテシン
およびオラパリブによる感受性を調べた(図 18，図 19)。横軸は濃度，縦軸は濃度 0 のときの
細胞数を 100%としたときの生存率を表している。その結果，SPARTAN 欠損株はいずれの
薬剤にも感受性を示さないことが分かった。このことから，SPARTAN 欠損株は一般的な相
同組換え機構は不良ではなく，免疫グロブリン遺伝子座での GC 機構に特異的な経路が不良
となっていることが示唆された。 
免疫グロブリン遺伝子座での GC は二重鎖切断修復時の相同組換えとは異なり，複製フォ
ークの損傷部位での停止が反応の起点となり，反応開始には全く異なるメカニズムが関わっ
ていることがわかっているが，その分子機構については二重鎖切断修復ほど理解が進んでい
ない。SPARTAN が免疫グロブリン遺伝子座での GC を誘導する際にどのような働きを担っ
ているのか，今後注力して解析を行う必要がある。 
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図 18 のカンプトテシン，図 19 のオラパリブともにすべての変異株で感受性は見られなか
った。WT と比べて感受性が見られないことから，SPARTAN や Pol/を欠損しても，二
重鎖切断(DSB)を修復する一般的な相同組換え機構が特に不良になるわけではなく，
SPARTAN 欠損により IgV領域の遺伝子変換(GC)が特異的に不良になった可能性が示唆さ
れた。 
図 18 カンプトテシンによる感受性 
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図 19 オラパリブによる感受性 
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5-5．考察 
まず，図 16 および図 17 より，SPARTAN 欠損株および Pol//SPARTAN 欠損株では G
→C or C→G の割合が WT と比べて大きく減少しており，SPARTAN の欠損により塩基の変
異パターンが変化したことがわかった。なお，Pol/欠損株(SPARTAN は欠損していない)
でもG→C or C→G の割合が WTと比べて減少しているが，これはPolを欠損しているため，
Polによる塩基の挿入が行われにくくなったと解釈することができる。以上のことから，
SPARTAN は損傷乗越え合成(TLS)において，Polの TLS をサポートするのではなく，Pol
の TLS 経路から Pol→ Polの TLS 経路にスイッチさせることに関与していることが示唆
された。 
次に，図 18 および図 19 の結果から，SPARTAN を欠損すると，IgV領域の遺伝子変換(GC)
が特異的に不良になった可能性が示唆された。したがって，図 15 の SPARTAN 欠損株およ
び Pol//SPARTAN 欠損株において，遺伝子変換(GC)が減少しているのは，SPARTAN
が IgV領域のGCを行うための相同組換えに関与しているからなのではないかということを
示唆している。 
最後に，図 11～図 14 より特に言えることは，WT および SPARTAN 欠損株では，相同組
換えによる遺伝子変換(GC)の交換塩基対(変換トラクト)の長さがすべて 10bp 程度と短いも
のばかりであるが，Pol/欠損株(SPARTAN は欠損していない)では，その長さが 20～40bp
と長いものが多いことである。Polを欠損すると，相同組換えにおける変換トラクト長が長
くなることは，すでに他の論文で明らかになっており，本研究での結果と矛盾しない
[32]
。ま
た，Pol//SPARTAN 欠損株においても変換トラクト長が長いものが見られるが，Pol/
欠損株よりは少ない。しかし，この程度では有意な差があるかどうか疑わしいので，
SPARTAN が変換トラクト長に関与するかどうかのこれ以上の議論は避けることにする。 
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6．結論 
 
本研究により，SPARTAN は損傷乗越え合成(TLS)において，Polの TLS 経路から Pol
→ Polの TLS 経路にスイッチさせることに関与していることが示唆された(図 20)。 
また，SPARTAN 欠損株および Pol//SPARTAN 欠損株による遺伝子変換(GC)の回数
が減少したことがわかった。このことから SPARTAN は，損傷乗越え合成(TLS)だけでなく，
IgV領域の遺伝子変換(GC)にも関与しているのではないかということが示唆された。今後，
別の実験からさらなる裏付けに期待したい。 
図 20 SPARTAN の機能 
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